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 1. Bevezetés 
 
A perinatális idıszak alapvetı fontosságú az idegrendszer fejlıdésében. Az ebben az 
idıszakban bekövetkezı károsító hatások súlyos következményekkel járhatnak, melyek a 
felnıtt élet minıségét is befolyásolhatják. Keveset tudunk a postnatális idıszakot érintı 
változásokról annak ellenére, hogy a korai elváltozások prognosztikai jelentıségőek. Az 
idegrendszer -fıleg gyermekkorban- nagyfokú plaszticitással és regenerációs képességgel 
bír, amely teszi a károsodások következményeinek kivédését. Igen fontos mindazon 
környezeti faktorok vizsgálata is, melyek ezt az át- és újjáépítési folyamatot 
befolyásolhatják.  
Patkányokban a születés utáni elsı két hét egy kritikus fejlıdési periódusa az 
idegrendszernek. A harmadik postnatális hét végére érik el a patkányok a felnıttkorra 
jellemzı fejlettségi szintet.  
Kísérleteink során összesen négyféle különbözı kezelési módszert alkalmaztunk újszülött 
patkányokon. 
Nátrium-glutamáttal kiváltott toxikus és hypoxiás/ischaemiás idegrendszeri károsodást 
modelleztünk. Harmadikként az ingergazdag környezet hatásait vizsgáltuk. Negyedik 
modellként a hypophysis adenilát cikláz aktiváló polypeptid (PACAP) általános fejlıdési 
és neuroprotektív hatásait vizsgáltuk meg. 
A patkányok fejlıdését funkcionális tesztekkel vizsgáltuk az egyes kezeléseket követıen.  
1.1. A nátrium glutamát (monosodium-glutamate, MSG) 
A glutamát a leggyakoribb excitátoros neurotranszmitter az agyban, de ugyanakkor 
excitotoxin is. Mivel érett vér-agy gáton nem jut át jelentıs mennyiségben, így felnıttben 
idegrendszeri károsodást jelenlegi ismereteink szerint nem okoz. Ugyanakkor az újszülött 
rágcsálóknak adott nagy dózisú subcutan glutamát kezelés neuronpusztulást okoz. 
1.2. Hypoxiás/ischaemiás lézió 
A hypoxiás/ischemiás agykárosodás a modern szülészeti és csecsemıellátási lehetıségek 
ellenére újszülöttekben súlyos és maradandó sérüléseket okozhat. Az egyik 
leggyakrabban alkalmazott állatkísérletes modell az egyoldali arteria carotis communis 
lekötéssel létrehozott ischemiás, majd ezt követı hypoxiás expozició.  
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1.3. A hypophysis adenilát cikláz aktiváló polypeptid (PACAP) 
1989-ben izolálták birka hypothalamusból. Ismert 38 illetve 27 aminosav hosszúságú 
formája, melyek közül a PACAP38 dominál. A PACAP neurotrophicus és neuroprotektív 
hatásokkal rendelkezik. A sejtproliferációt és a génexpressziót szabályozza a velıcsı 
fejlıdése során. 
1.4. Ingergazdag környezet 
Egy véletlen felfedezés, hogy a háziállatként felnevelkedett patkányok jobb teljesítményt 
nyújtanak egyes problémamegoldó tesztekben, mint a laborban nevelkedettek, rávilágított 
a környezeti hatások szerepének fontosságára az idegrendszer fejlıdésében. A 
szabványos ketrecmérethez képest nagyobb életteret biztosítva változatos és folyamatos 
új ingerekkel láthatjuk el az állatokat. Ez az ingergazdagság a pozitív környezeti 
hatásokat erısíti, így segíti a fejlıdést. 
 
1.5. Célkitőzések 
1. Újszülött patkányok idegi fejlıdésének vizsgálata egy standardizált neurológiai 
tesztrendszer segítségével: 
• toxikus (nátrium-glutamát által kiváltott) idegi léziót és 
• hypoxiás/ischaemiás léziót elszenvedett, 
• neurotrófikus faktorral (PACAP-pal) kezelt és  
• ingergazdag környezetben nevelt állatok esetén. 
2. Annak vizsgálata, hogy a toxicus lézió káros következményeit képes-e csökkenteni a 
PACAP kezelés vagy az ingergazdag környezet. 
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2. Anyagok és módszerek 
 
2.1. Kísérleti állatok 
KEZELÉSI MÓD ÁLLATSZÁM 
Nátrium-glutamát 
kezelés 
30 kezelt és 15 kontroll a neurológiai reflexek és a  
motoros koordináció tesztelésére 
14 kezelt és 12 kontroll az open-field tesztekben 
12 kezelt és 12 kontroll az újdonságkeresı tesztben 
Hypoxia/ischaemia 
12 kezelt és 12 sham operált állat neurológiai 
reflex, motoros koordináció és open-field tesztekben 
PACAP 
18 PACAP38, 20 PACAP6-38 és 14 kontroll a 
neurológiai reflexek és az open-field tesztben 
15 MSG és PACAP38 kezelt állat neurológiai 
reflex és motoros koordinációs tesztekben 
Ingergazdag környezet 
8 kontroll és 4 MSG kezelt “ingerszegény” 
hagyományos ketrecben tartott, 
12 kontroll és 16 MSG kezelt ingergazdag nagy 
ketrecben tartott állat neurológiai reflex, motoros 
koordinációs és open-field tesztekben 
 
Az állatok elhelyezése, gondozása és felhasználása ellenırzött protokollok szerint az 
intézeti ajánlások figyelembevételével történt (No: BA02/2000-31/2001, Pécsi 
Tudományegyetem).  
2.2. Kezelések 
2.2.1. Nátrium-glutamát kezelés: A nátrium-glutamátot subcutan injekciós formában 
adtuk az 1, 3, 5, 7, 9. illetve 1, 5, 9. posztnatalis napokon. A magas dózis 4 mg/testtömeg 
gramm, az alacsonyabb 2 mg/testtömeg gramm volt. 
2.2.2. Hypoxiás/ischaemiás lézió: Egy hetes állatokon egy középvonali nyaki 
bemetszésen át felkerestük a bal oldali a. carotis communist és permanensen lekötöttük. 
A mőtét után az állatokat egy légmentesen záró kamrába helyeztük, melybe 8% oxigént 
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és 92% nitrogént tartalmazó gázkeveréket vezettünk be. Az állatokat 2 óra hosszat 
tartottuk ebben a hypoxiás kamrában. 
2.2.3. PACAP: Az állatok 1µg PACAP 38, vagy 10 µg antagonista (PACAP 6-38) 
kezelést kaptak a születés napjától kezdve két héten keresztül subcutan injekciós 
formában. 
2.2.4. Ingergazdag környezet: Az állatok elsı csoportját a hagyományos ketrecekben 
tartottuk. Az állatok második csoportját egy nagyobb alapterülető és magasabb ketrecben 
tartottuk születésük után (88x50x44 cm). A nagy ketrecbe különféle formájú, színő és 
anyagú játékokat helyeztünk, majd azok felét naponta cseréltük.  
2.3. A neurológiai jelek és reflexek vizsgálata 
A neurológiai fejlıdést naponta vizsgáltuk. Feljegyeztük a szemnyitás, a 
metszıfogkinövés és a fül kiegyenesedésének napját. Az állatok súlyát is mértük. A 
neurológiai jeleket és reflexeket munkacsoportunk által összeállított tesztrendszer 
segítségével vizsgáltuk. 
2.3.1. Felegyenesedési (righting) reflexek:  
(a) A patkányokat a hátukra fordítottuk, és mértük, hogy mennyi idı múlva fordult meg. 
(b) 50 centiméter magasból fejjel lefelé egy szivacsra ejtve az állatokat, a négy 
végtagjukra érkezésük elsı napját jegyeztük fel. 
2.3.2. Negatív geotaxis: Az állatokat egy megdöntött rácsra helyeztük fejjel lefelé. 
Feljegyeztük azt a napot, amikor a patkány megfordult, és felmászott a rács tetejére. 
Mértük a teljesítés idejét is. 
2.3.3. Keresztezett extenzor reflex: Fájdalomingert adva a bal hátsó végtagra vizsgáltuk 
azt a napot, amikor eltőnt a keresztezett extenzor reflex. 
2.3.4. Fülrángás reflex: Vattapálcával óvatosan megérintettük a fül szélét, és az erre 
bekövetkezı fülrándítás megjelenésének napját regisztráltuk. 
2.3.5. Szemhéjreflex: Vattapálcával óvatosan megérintettük a szemrést, és a válaszként 
bekövetkezı izomkontrakció megjelenésének napját regisztráltuk.  
2.3.6. Végtag kontakt ráhelyezési (placing) reflex: A mellsı és hátsó mancs dorzális 
felszínét a vizsgálóasztal széléhez érintettük, és feljegyeztük azt a napot amikor az állat 
felemelte az adott végtagot és ráhelyezte az asztalra. 
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2.3.7. Taktilis fogóreflex (grasping): Egy vékony rúddal érintettük a patkány mellsı és 
hátsó végtagjának ventralis felszínét, és regisztráltuk az elsı napot, amikor az érintésre a 
rúd megragadásával válaszolt. 
2.3.8. Elmozdulási reflex: Egy 13 centiméter átmérıjő fehér papírkorong közepére 
helyeztük az állatokat. Mértük azt az idıt, ami alatt az állat mindkét mellsı mancsa 
elhagyta a korong területét. 
2.3.9. Akusztikus megrettenési reflex: Regisztráltuk az elsı napot, amikor az állat egy 
hirtelen hangingerre (taps) összerezzent. 
2.4. Motoros koordináció vizsgálata 
Az állatokat 2-5 hetes kor között teszteltük heti két alkalommal.  
2.4.1. Lépésszám és lépéshiba teszt: 20x40 cm területő, 2x2 cm-es méterő acélrácsra 
helyeztük az állatokat. Egy perces idıtartamig figyeltük az állat mozgását, feljegyeztük a 
mellsı végtaggal végrehajtott összes lépés számát (külön számolva mindkét oldalt), 
illetve számoltuk lépéshibáikat, amikor a rács hézagaiba ejtették a lábukat. A lépéshibát 
mellsı és hátsó végtagra is feljegyeztük.  
2.4.2. Rota-rod (mókuskerék) teszt: Egy 14 cm átmérıjő mókuskereket egy motorral 
hajtottunk meg 13 rpm sebességgel, és mértük azt az idıt amennyit az állat a kerék 
tetején fenn tudott maradni. 
2.4.3. Mozgás iniciációs teszt: A patkányokat egy vízszintes felszínre helyeztük, melyen 
egy 10 cm-es belsı, és egy 45 cm átmérıjő külsı kör volt megjelölve. Mértük a mozgás 
kezdés idejét (ami alatt elhagyta a belsı kisebb kör területét) és a nagyobb kör 
elhagyásának idejét. 
2.4.4. Függeszkedési teszt kötélen: Egy 40 cm magasságban kifüggesztett kötélre 
helyeztük az állatok mellsı végtagjait. Mértük azt az idıt ameddig kapaszkodva fenn 
tudtak maradni a kötélen. 
2.4.5. Kapaszkodási teszt megdöndött deszkán: 45°-ban döntött deszkára helyeztük az 
állatokat, majd 5 fokonként emeltük a dılésszöget. Azt a fokot jegyeztük fel, ahol az 
állatok még fenn tudtak maradni a deszkán.  
2.4.6. Függıleges rács teszt: A patkányokat egy 50x22 cm-es mérető, 15 mm-es rácsköző 
rács közepére helyeztük vízszintes helyzetben, majd a rácsot függıleges helyzetbe 
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hoztuk. Ha az állat fennmaradt a rácson, akkor 0; ha 5 másodpercen belül, 1; ha azonnal 
leesett, 2 pontot adtunk teljesítményére. 
2.4.7. Testkilengés teszt: A patkányokat farkuknál fogva a levegıbe emeltük. 30 
másodpercen át figyeltük az állatok magatartását. Feljegyeztünk ezalatt minden, a 
függılegeshez képest körülbelül 10 foknál nagyobb elmozdulást mindkét irányba. 
2.4.8. Rúdon egyensúlyozás teszt: Az állatokat egy négyszögletes alakú rúdra helyeztük 
(1x1x40 cm, a talajtól 40 cm magasságban). Mértük azt az idıt amíg fenn tudtak maradni 
a rúdon.  
2.5. Open field teszt 
Az állatok motoros és felfedezési viselkedését vizsgáltuk ezzel a teszttel, 3-6 hetes korig. 
A patkányokat egy 42×42 centiméteres, 31 centiméter magas fallal körülvett dobozba 
helyeztük. A doboz alapját 8×8-as zónákra osztottuk. Az egyedeket a tér közepére 
helyeztük, majd 5 percig mozgásukat videokamerával rögzítettük. A video kiértékelése 
során feljegyeztük a mozgásuk során érintett mezıket, amelyekbe a két mellsı 
végtagjukat belehelyezték. Regisztráltuk az állatok minden fejemelését, ágaskodását is. 
Ezek mellett a következı paramétereket számoltuk: az érintett mezık száma, ezáltal az 
összesen megtett távolság és az 5 percre vetített mozgási sebesség számítható, a centrális 
(középsı 16 mezı) és perifériás (külsı 2 sor) zónákban eltöltött idı, a falak mellett illetve 
a sarkokban eltöltött idı, és az egy zónában eltöltött leghosszabb idı. 
2.6. Újdonságkeresı viselkedés 
A tesztelés 3 hetes életkorban történt. A teszt 4 egymást követı 5 perces próbából épül fel 
az open-fieldben. Az 1. próba ismerkedési periódusként szolgált, nem helyeztünk 
tárgyakat a dobozba. A 2-3. próbában két egyforma, rózsaszín, fehér tetıvel rendelkezı, 
homokkal töltött üvegtárggyal bıvítettük a kísérleti elrendezést. A 4. próba elıtt az egyik, 
már az állat által ismert üveget eltávolítottuk, és helyére egy új, fehér oldalú, kék tetejő 
mőanyag tartályt helyeztünk a dobozba. Minden próba során kamerával rögzítettük az 
állatok viselkedését. A következı paramétereket vizsgáltuk: mozgással töltött idı, 
kockaváltások száma, a centrumban és a periférián töltött idı. Központi zónának a 
tárggyal közvetlenül érintkezı, és az ezekkel szomszédos kockákat tekintettük. A 4. 
próbában a régi és az új tárgy közelében eltöltött idıt külön-külön értékeltük. A 
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habituációs indexet az elsı 90 másodpercben megtett kockaváltások és az összes 
kockaváltások számának hányadosaként számítottuk ki. 
2.7. Szövettan 
2.7.1. A glutamát kezelés szövettani verifikációja: A neonatális glutamát kezelés súlyos 
idegsejtkárosodást hoz létre az agy különbözı területein, ezek közül a nucleus arcuatus és 
a retina területén bekövetkezett neuronpusztulás vizsgálható a legjobban. Hat hetes 
korban perfundáltuk az állatokat, agyukat eltávolítottuk, majd 50 microméter vastagságú 
frontalis szeleteket készítettünk a hypothalamusból. A metszetek egy részét 
toluidinkékkel festettük, másik részét tirozin-hidroxiláz (TH) immunhisztokémiára 
dolgoztuk fel. 
2.7.2. Hypoxiás leasio szövettani vizsgálata: A hat hetes állatokat perfundáltuk, agyukat 
eltávolítottuk, majd 50 microméter vastagságú frontális szeleteket készítettünk 
vibratómmal. A méréshez összesen 20 metszetet készítettünk egy állatból, a Bregmához 
képest 3.8 mm-el elıre elhelyezkedı síktól 5.2 mm-el a Bregma mögött levı síkig terjedı 
agyterületbıl 0.5 mm-es távolságokkal. A metszeteket krezil-ibolyával festettük. Mértük 
a teljes agyterület nagyságát, és külön a cortex, hippocampus, striatum és az oldalkamra 
méretét mind kontra-, mind ipszilaterálisan.  
2.8. Statisztikai elemzés 
A fizikális jelek megjelenését ANOVA teszttel, majd az egyes csoportokat Newman-
Keul post-hoc analízissel hasonlítottuk össze. A napi értékek összehasonlítására Student 
féle t-tesztet is használtunk. A negatív geotaxis, felegyenesedési reflex és az elmozdulási 
reflexidık napi értékeinek javulását ismételt varianciaanalízissel értékeltük, míg az egyes 
csoportok reflexidejét ugyancsak Newman-Keul teszttel vizsgáltuk a varianciaanalízist 
követıen. Az állatok súlya és a neurológiai jelek megjelenése közötti korrelációt a 
Spearman-féle korrelációanalízissel végeztük. Az open-field teszt nonparametrikus 
adatait Kruskal-Wallis teszttel értékeltük, melyet Dunn post-hoc analízis követett. Az 
open-field parametrikus adatait, valamint az állatok súlyát pedig Newman-Keul teszttel 
vizsgáltuk a varianciaanalízist követıen. A hypoxiás állatok open-field tesztjének 
eredményeit Mann-Whitney teszttel hasonlítottuk össze. 
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3. Eredmények 
3.1. Glutamát kezelés 
A többféle kipróbált kezelési protokoll közül az 1, 5, 9. napon adott 4 mg/testtömeg 
gramm dózisú kezelést használtuk. A kezelés során 2 kontroll és 12 kezelt patkány 
pusztult el. A hím és a nıstény egyedek között semmilyen jellegő eltérést nem találtunk. 
A szövettani analízis is kimutatta a kezelés sikerességét, jelentıs neuronpusztulás 
igazolódott a nucleus arcuatus és a retina területén glutamát hatására.   
3.1.1. Fizikális paraméterek: Nem tapasztaltunk szignifikáns eltérést a szomatikus 
fejlıdésben vizsgált jelek megjelenésében, úgymint a szemnyitás, metszıfog kinövés, fül 
kiegyenesedés. Ugyanakkor a glutamát kezelt állatok testsúly növekedése a 6. naptól 
jelentısen alacsonyabb volt a kontrollokhoz képest, és a növekedési zavar az állatok 
testhosszában is megnyilvánult. 
3.1.2. Neurológiai reflexek: A megfigyelt reflexek közül a mellsı láb ráhelyezési- és 
fogóreflexe, valamint a felegyenesedési reflex (magasból leejtés) szignifikánsan késıbb 
jelent meg a glutamát kezelt állatoknál. A felegyenesedési reflex (megfordulás), negatív 
geotaxis és elmozdulási reflex teszteknél a végrehajtási idı is megnyúlt. 
3.1.3. Motoros koordináció: A lépésszámolásos tesztekben a kontroll és glutamát kezelt 
állatok ugyanannyi lépést tettek meg egy perc alatt. A lépéshibák száma magasabb volt a 
kezelt csoportban, a mellsı, mind pedig a hátsó láb esetén. A glutamát kezelt egyedek 
rosszabb teljesítményt nyújtottak a mókuskeréken is.  
3.1.4. Open-field magatartás: A glutamát-kezelt állatok az elsı 3 postnatalis héten 
aktívabbak voltak, különösen 2 hetes korban, amikor a kontroll egyedek még nagyon 
keveset mozogtak. A mozgási sebesség nem különbözött a két állatcsoportban. Három 
hetes életkorban a glutamát kezelt csoportban a mozgási sebesség jelentısen nagyobb 
volt a kontroll patkányok sebességénél, és ez nagyobb bejárt területet eredményezett. 
Négy hetesen a legtöbb különbség eltőnt. Nyolc hetes életkort elérve a glutamát-kezelt 
egyedek már kevesebbet mozogtak a kontrollokhoz képest. Három hetes életkorban a 
glutamát-kezelt állatok kevesebb fejemelgetés melett több ágaskodási magatartást 
mutattak. A fal mellett töltött idı aránya (thigmotaxis) 2 hetes korban magasabb volt a 
glutamát-kezelt patkányokban, de ez annak tudható be, hogy a kontroll egyedek nagy 
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része olyan keveset mozgott, hogy el sem mászott a falig közeprıl indulva. Az ezt követı 
heteken mindig a glutamát-kezelt állatok voltak kevesebbet a falak mentén. 
3.1.5. Újdonságkeresı magatartás (novelty seeking): A 2. és 3. próba során, mikor 
ugyanaz a tárgy volt a térbe helyezve, a glutamát-kezelt csoport szignifikánsan 
aktívabbnak bizonyult a kontrollcsoportnál. A kontroll patkányok aktivitása jelentısen 
emelkedett a 4. próba során, mikor behelyeztük az új tárgyat. A glutamát-kezelt 
egyedeknél pedig pont ellentétesen, csökkent az aktivitás a 4. próba során. A kontroll 
csoport egyedeinek habituációs indexe nem változott a 2. és 3. próba során, az állatok az 
egyes próbák elsı 90 másodpercében mozogtak a legtöbbet. A habituáció szignifikánsan 
lecsökkent a 4. próbában, az állatok nagyjából ugyanolyan aktivitással mozogtak a 
megfigyelés teljes idıtartamában, mint az elsı 90 másodpercben. A glutamát-kezelt 
egyedek ellentétes mintázatot mutattak, lecsökkent a habituáció a 3., majd 
megemelkedett a 4. próba során. A mosakodó magatartás is ellentétes volt a két csoport 
között. A középen (vagyis az új tárgy közelében), és a periférián eltöltött idı arányának 
összehasonlításakor elıtőnt, hogy a 2. próba során minden állat több idıt töltött a 
periférián, mint középen. Ez az arány a kontroll egyedekben nem változott meg a 3. 
próba során sem, de a középen töltött idı szignifikánsan megemelkedett a 4. próba 
folyamán. A 4. próbában a középen és a periférián töltött idı hozzávetılegesen 
megegyezett, az állatok tehát szignifikánsan több idıt töltöttek el a behelyezett új tárgy 
közelében. A glutamát-kezelt patkányoknál, a középen és a periférián töltött idı nagysága 
már a 3. próba során körülbelül megegyezett. Ezek az állatok a 4. próbában sokkal 
kevesebb idıt töltöttek az új tárgy mellett, mint a kontroll egyedek. 
3.2. Hypoxia/ischaemia modell 
A beavatkozást követı 24 órában 2, majd a harmadik postoperatív héten 1 
hypoxiás/ischaemiás állat pusztult el. A szomatikus fejlıdés zavarát jelzi, hogy a 
hypoxiás állatok testsúlya szignifikánsan alacsonyabb a kontrollokéhoz képest. Az állatok 
születési súlya, és a mőtét elıtt mért súlya megegyezett. 
3.2.1. Neurológiai reflexek: Csak a szemnyitás napja késett a vizsgált fizikális 
paraméterek közül a hypoxiás állatoknál a kontrollokhoz képest. A negatív geotaxis, a 
fülrángás, a mellsı és hátsó végtagi fogóreflex, valamint az elmozdulási reflex jelent meg 
szignifikánsan késıbb. A végrehajtás ideje is hosszabb volt a kontrollok reflexidejéhez 
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képest a felegyenesedési reflex (megfordulás), negatív geotaxis, elmozdulási reflexekben. 
Ugyanakkor a megfigyelési idı végére a hypoxiás csoport egyedei beérték 
teljesítményükben a kontrollokat.  
3.2.2. Motoros koordináció: A kötélen függeszkedés teszben a hypoxiás állatok 
szignifikánsan kevesebb ideig maradtak a kötélen, ha csak a kontralateralis (jobb) mellsı 
végtagjukat használhatták. Két mellsı végtag használata esetén csak 4 hetesen volt 
eltérés. A mókuskerék teszt nem mutatott különbséget. A lépésszámolás-lépéshiba 
tesztben a hypoxiás csoport egyedei szignifikánsan kevesebbet léptek 2 és 4 hetes korban. 
A lépéshibák száma hasonló volt a kontroll és a hypoxiás csoportban az ipszilaterális 
végtagoknál, azonban a hypoxiás egyedek jelentısen többet hibáztak a kontralaterális 
mellsı végtagjukkal. A kapaszkodási teszben csak 2 hetes korban volt szignifikáns 
különbség. A rúdon egyensúlyozásban is csak 2 hetesen volt különbség a kontroll és a 
hypoxiás patkányok között. A késıbbi életkorban az összes állat fennmaradt a teljes 
megfigyelési idı folyamán.  
3.2.3. Open-field aktivitás: Nem találtunk durva eltéréseket az állatok általános aktivitása 
és mozgásmintázata tekintetében a két csoport között. Az állatok nagyon keveset 
mozogtak 2 hetes korban. A fejemelgetések és ágaskodások száma 3 hetes korra 
szignifikánsan megemelkedett, de nem volt jelentıs eltérés a kontroll és hypoxiás állatok 
között. Hat hetes korban csak az ágaskodások száma emelkedett tovább, és a hypoxiás 
patkányok szignifikánsan többet ágaskodtak, mint a kontrollok. Hasonlóképpen a megtett 
távolság is nagyon alacsony volt 2 hetes életkorban, ekkor a hypoxiás állatok többet 
mozogtak. Három hetes életkorban nem mutatkozott különbség a csoportok között. A 
hypoxiás egyedek 6 hetesen szignifikánsan többet mozogtak, mint azt 3 hetesen tették, és 
ez szignifikáns a 6 hetes kontrollcsoporthoz képest is. Ugyanez figyelhetı meg a mozgási 
sebességnél is, a hypoxiás egyedek gyorsabban mozognak 2 és 6 hetes korban, mint a 
kontrollok, míg 3 hetes korban nem volt különbség. A fal mellett és sarokban töltött idı 
szignifikánsan magasabb volt 2 hetes korban a hypoxiás csoportban. Késıbbi 
életkorokban a kontroll állatok töltöttek több idıt a falak mellett és a sarkokban. A 
hypoxiás állatokban nem változott meg a fal mellett töltött idı mennyisége ahogy 
idısebbek lettek, míg a sarkokban egyre kevesebb idıt töltöttek.  
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3.2.4. Szövettani feldolgozás: A legtöbb esetben a hypoxia súlyos féltekei atrophiát 
okozott. Az ipszilaterális félteke térfogata az ép kontralateralishoz képest átlagosan 58% 
volt. A legsúlyosabb károsodás a hippocampusban volt megfigyelhetı, aminek mérete 
csak 11%-a volt a károsodott féltekében az éphez képest. Körülberül 50%-os redukció 
volt a cortex és a striatum térfogatában, ami az oldalkamra következményes 
megnagyobbodásával járt.  
3.3. PACAP és PACAP antagonista (PACAP 6-38) kezelés 
3.3.1. Fizikális jelek és neurológiai reflexek vizsgálata: A PACAP kezelés gyorsította a 
faciális jelek érését átlagosan 1-1.5 nappal, míg a PACAP 6-38 kezelés késleltette a 
szemnyitás és a fül kiegyenesedés megjelenését. A reflexek közül a keresztezett extenzor 
reflex eltőnése, a felegyenesedési reflex, a hátsó láb ráhelyezési, és mellsı láb fogó 
reflexek megjelenése nem mutatott szignifikáns eltérést a PACAP kezelt és a kontroll 
csoport között. Minden egyéb jel átlagosan 1.5-2.5 nappal elıbb jelentkezett a PACAP 
kezelés hatására. A PACAP 6-38 csak a hátsó láb fogó reflex megjelenését késleltette. A 
PACAP kezelés hatására az állatok rövidebb idı alatt teljesítették a kijelölt feladatokat. A 
negatív geotaxisban a PACAP-kezelt állatok a megfigyelési idıtartam alatt végig jobban 
teljesítettek, mint a kontrollcsoport, ugyanakkor a kontroll és a PACAP 6-38-kezelt 
egyedek teljesítménye közt nem volt szignifikáns eltérés. Az elmozdulási reflexben a 
PACAP kezelés 12-20 napos korban mutatott jelentıs hatást. Az PACAP 6-38 és a 
kontroll csoport között csak a 18. napon észleltünk szignifikáns különbséget. A 
felegyenesedési reflexben a PACAP antagonista kezelés hatására az állatok 
szignifikánsan hosszabb idı alatt fordultak meg, mint a kontrollcsoport egyedei 2-6 napos 
korban, míg a PACAP-nak nem volt kimutatható hatása a teljesítési idıre. 
3.3.2. Az open-field aktivitás: Két hetes korban a patkányok néhány másodpercig a 
középpontban mozogtak, majd a fal mellé mentek, ahol idejük legnagyobb részét egy 
mezıben töltötték. Minden állat szignifikánsan több mezıt érinett három hetes korban az 
egy héttel azelıttihez képest. Ekkor a PACAP kezelt állatok közel kétszer annyi zónába 
léptek be, mint a kontroll, vagy a PACAP 6-38 kezelt csoportok. Két hetes korban a falak 
mentén eltöltött idı hosszában nem volt különbség a csoportok között, minden egyed az 
összidı körülbelül 90%-át töltötte a falak mentén. Mindazonáltal ez a százalék jelentısen 
lecsökkent három hetes PACAP-kezelt állatok esetén, idejük kétharmadát töltötték a falak 
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mellett. A kontroll illetve PACAP 6-38 kezelt állatok esetén ez a változás elmaradt. 
Három hetes korban az PACAP 6-38 és a kontroll patkányok idejük több mint 50%-át a 
sarokban töltötték, a PACAP kezelt egyedek csupán 25%-át. Három hetes korban a 
PACAP-kezelt csoport egyedei idejük 14%-át töltötték el egy mezıben, míg a kontroll és 
a PACAP 6-38-kezelt csoportok 35%-át. 
3.4. Glutamát és PACAP kezelés kombinációja 
Ebben a kísérletben a patkányok a posztnatális 1, 5 és 9. napon 4 mg/testtömeg gramm 
nátrium-glutamátot, és 1-14 napos korban napi 1 µg PACAP 38-at kaptak subcutan 
injekcióban. 
3.4.1. A fizikális jelek és neurológiai reflexek megjelenésének alakulása: A glutamát 
kezelés a mellsı végtagi ráhelyezési és fogó reflexek, valamint a felegyenesedési reflex 
(magasból leejtés) megjelenését késleltette, míg a PACAP kezelést is kapott állatokban 
ezek a reflexek korábban jelentek meg, hasonló idıpontban, mint a normál állatoknál. A 
glutamát-kezelt csoport egyedeinek súlya a normál egyedekének körülbelül kétharmada 
volt. A PACAP-pal is kezelt állatok súlya hozzávetıleg egy grammal volt több a csak 
glutamáttal kezeltekhez képest. A glutamát-kezelt patkányok rosszabb teljesítményt 
nyújtottak a felegyenesedési reflexben (megfordulás) és az elmozdulási reflexben, és 2 
hetes korban ezt a negatív hatást a PACAP kezelés kivédte.  
3.4.2. Motoros koordinációs tesztek: A lépéshiba tesztben a PACAP-pal is kezelt állatok 
2 hetes korban szignifikánsan kevesebbet hibáztak, mind a mellsı, mind a hátsó 
végtaggal, mint a glutamát-kezelt csoport. 
3.4.3. Szövettan: A nucleus arcuatus szövettani vizsgálata azt mutatta, hogy a glutamát 
kezelés hatására jelentısen lecsökken a tirozin-hidroxiláz pozitív sejtek száma. A 
PACAP-al is kezelt csoportban a sejtszám magasabb, de nem szignifikáns az eltérés.  
3.5. Ingergazdag környezet 
3.5.1. Fizikális jelek és neurológiai reflexek: A 10. naptól kezdve az ingergazdag 
környezetben tartott állatok testsúlya szignifikánsan alacsonyabb. Egyéb fizikális 
paraméterben nem volt eltérés. A neurológiai reflexek megjelenését gyorsította az 
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ingergazdag környezet, és a reflexekben nyújtott teljesítmény is javuló tendenciát 
mutatott. 
3.5.2. Motoros koordinációs tesztek: Az ingergazdag egyedek három hetes korban 
szignifikánsan többet mozognak a rácson, és arányaiban kevesebbet hibáznak. Jobban 
teljesítettek a mozgás iniciációs tesztben 3 hetes korban. A rota-rod (mókuskerék) 
tesztben 4 és 5 hetesen az ingergazdag csoport egyedei tovább tudtak a keréken maradni, 
mint a hagyományos ketrecben tartott csoport állatai.  
3.5.3. Open-field teszt: A mozgásmennyiségben nem volt jelentıs eltérés a két 
állatcsoport között. 3 hetes életkorban az ingergazdag állatok többet mozogtak, de ez nem 
volt szignifikáns. A mozgási sebességben nem volt eltérés, a mozgásmennyiség 
különbözısége abból adódott, hogy az ingergazdag állatok szignifikánsan többet 
mozogtak a megfigyelési idı elsı 90 másodpercében. Három hetes korban az 
ingergazdag egyedek szignifikánsan többet ágaskodtak, mint a hagyományos ketrecben 
nevelt állatok, a többi megfigyelt idıpontban nem volt eltérés. Négy és öt hetes 
életkorban pedig a hagyományos ketrecben tartott csoport egyedei szignifikánsan többet 
emelgették fejüket, mint az ingergazdag csoport.  
3.6. Ingergazdag környezet hatása nátrium-glutamát indukálta toxikus 
lézióban 
Mindkét csoportban az egyedek egy részének alacsony dózisú (2mg/testtömeggramm) 
nátrium-glutamátot adtunk subcutan injekciós formában a posztnatális 1, 5. és 9. napon.  
3.6.1. Fizikális jegyek és neurológiai reflexek: A glutamát kezelés nagymértékben 
hátráltatja a szomatikus fejlıdést, a kezelt állatok alacsonyabb súlyúak, mint a kontroll 
(fiziológiás sóval kezelt) egyedek. Ez a különbség eltőnt az ingergazdag környezetben, a 
glutamát- kezelt és kontroll egyedek súlya megegyezik a megfigyelési idı során. Az 
egyéb fizikális jegyek megjelenését nem befolyásolta a glutamát kezelés. A neurológiai 
reflexek megjelenése és az azokban nyújtott teljesítmény az ingergazdag környezetben 
tartott glutamát-kezelt állatoknál jobb volt, mint a hagyományos ketrecben tartott 
glutamát-kezelt állatoké, de ez a javulás nem szignifikáns. 
3.6.2. Motoros koordinációs tesztek: A lépéshiba tesztben a hagyományos ketrecben 
tartott glutamát-kezelt egyedek rosszabb teljesítményt nyújtanak a kontrolloknál. Az 
ingergazdag környezet teljes mértékben kivédte ezt a károsító hatást, ugyanis az 
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ingergazdag környezetben tartott glutamát-kezelt egyedek szignifikánsan kevesebbet 
hibáztak a teszt során, teljesítményük az ingergazdag környezetben tartott (fiziológiás 
sóoldattal kezelt) kontroll egyedekéhez hasonló volt.  
3.6.3. Open-field teszt: A nátrium-glutamát kezelés az open-field teszben hiperaktivitást 
okoz fiatal korban, ami a szignifikánsan nagyobb megtett távolságban és a nagyobb 
mozgási sebességben nyilvánult meg. Ez a különbség eltőnt ingergazdag környezetben 
tartott állatok esetén. 
4. Megbeszélés 
4.1. Nátrium-glutamát kezelés 
A szomatikus jelek vizsgálata során megfigyeltük a növekedés visszamaradását mind a 
testsúly, mind a testhossz tekintetében. A glutamát kezelés magasabb perinatális 
mortalitáshoz is vezetett. Kísérleteink során azt találtuk, hogy a neurológiai tesztekben 
számos esetben késleltetett fejlıdési ütemet mutattak a kezelt egyedek a vizsgálatok egy 
részében, míg más tesztekben nyújtott teljesítményt nem befolyásolt a kezelés. Noha csak 
kevés korábbi irodalmi adat van a glutamát kezelés hatásairól ezekre a 
reflexteljesítményekre, van adat arra vonatkozóan, hogy egyes aktivitási paramétereket 
nem befolyásol a glutamát. A motoros koordinációs tesztekben a különbözı szerzık 
egymásnak ellentmondó adatokat közöltek. Legkifejezettebb eltéréseket 
munkacsoportunk a mókuskerék és a lépéshiba tesztben talált. Az irodalomban már 
leírták, hogy glutamát kezelés után a patkányok a mókuskerék tesztben rosszabbul 
teljesítenek, mint a kezeletlen patkányok. A lépéshiba teszt a mozgáskoordináció 
fejlıdésének és az abban bekövetkezı zavaroknak a vizsgálatára alkalmas. A glutamát 
kezelt egyedek szignifikánsan rosszabb teljesítményt nyújtottak ebben a tesztben.  
Az open-field tesztben a glutamát kezelés hatásaként átmeneti hyperaktivitást találtunk 2-
3 hetesen, amit egy enyhe fokú hypoaktivitás váltott fel 8 hetes életkorban. A glutamát 
kezelés emellett csökkentette a thigmotaxis mértékét 3 hetes kortól. 
A glutamát-kezelt állatoknál jelentısen megváltozott az újdonságkeresı viselkedés is. Az 
explorációs magatartás vizsgálatakor a glutamát kezelésben részesült állatok minden 
tesztelt paraméter esetén eltérı magatartási mintát mutattak. A kontroll állatok 
egyértelmően érdeklıdtek az ismeretlen tárgy iránt az utolsó kísérleti elrendezésben: több 
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idıt töltöttek mozgással, a habituációjuk lecsökkent, nagyobb területet jártak be, 
kevesebbet mosakodtak és hosszabb idıt töltöttek az új tárgy közelében. A glutamát 
kezelt állatok ezzel szemben kevésbé voltak aktívak, több idıt töltöttek tisztálkodással és 
szignifikánsan kevesebbet tartózkodtak az ismeretlen tárgy közelében a 4. próbában. A 
kontroll egyedek tehát élénken érdeklıdnek a korábban ismeretlen tárgy iránt, míg a 
glutamát kezelt egyedek elkerülik azt, inkább a számukra már ismert tárgy közelében 
tartózkodnak. 
A glutamát kezelés hatásosságát a nucleus arcuatus szövettani vizsgálatával igazoltuk, 
amely hasonlóan mások eredményeihez nátrium-glutamát kezelést követıen neuronális 
degenerációt és a TH-immunpozitivitás csökkenést mutatott. Ezenkívül a neonatalis 
glutamát kezelés a hippocampus CA1 régiójában is neuronvesztést és morfológiai 
eltéréseket okoz. A lokomotoros aktivitásról ismert, hogy emelkedik amikor az állatokat 
számukra addig ismeretlen környezetbe helyezzük. Ez a magatartásváltozás szorosan 
kapcsolódik a hippocampushoz. Így az általunk megfigyelt változások az újdonságkeresı 
magartásban glutamát kezelt patkányokban is valószínőleg a hippocampus szerkezeti és 
neurokémiai változásaival magyarázhatók. Hasonlóképpen, szoros kapcsolat van a 
mesolimbikus dopaminerg rendszer, az újdonságkeresı magatartás és a  nucleus arcuatus 
között. Feltételezhetı tehát, hogy a nucleus arcuatus pusztulása és a dopaminerg rendszer 
egyéb elváltozásai okozhatják a tapasztalt viselkedésbeli eltéréseket. 
Irodalmi adatok szerint a nátrium-glutamát számos hatása nemtıl függ, míg más hatások 
attól függetlenek, és nem mutatnak sexuális dimorfizmust. Jelen kísérleteinkben 
semmilyen nemi eltérést nem tapasztaltunk egyik vizsgált paraméterben sem hím és 
nıstény egyedek közt, mely összhangban áll a reflexfejlıdés és a motoros aktivitás 
fejlıdését leíró korábbi irodalmi adatokkal  
4.2. Hypoxiás modell 
A hypoxiás félteke hozzávetıleg 50%-os atrófiája az idegrendszeri fejlıdés retardációját 
eredményezi, ami a neurológiai reflexek késleltetett megjelenésében és rosszabb 
reflexteljesítési idıkben, valamint a motoros koordinációs tesztekben nyújtott rosszabb 
teljesítményben nyilvánul meg. Azonban a maradandó súlyos cerebrális károsodás 
ellenére a legtöbb állat 6 hetes korra utolérte a kontroll egyedek szintjét a legtöbb 
tesztben, kivéve a lépéshiba tesztet. Az open-fieldben a hypoxiás állatok aktívabbak 
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voltak 2 és 6 hetes korban. Az alkalmazott hypoxia/ischaemia modell kiterjedt súlyos 
cerebrális atrofiát okoz, azonban az emberrel ellentétben a patkányok még ilyen súlyos 
mértékő neonatalis hypoxia/ischaemia hatására sem mutatnak durva eltéréseket. Ez 
magyarázható az embernél nagyobb mértékő idegrendszeri plaszticitással. Ugyanakkor 
számos funkcionális tesztben kimutatható rövid és hosszú távú deficit a behatást 
követıen. Ezen eltérések közül több esetben tapasztalható javulás idıvel. Az irodalmi 
adatokkal megegyezıen azt találtuk, hogy a hypoxián átesett állatok szignifikánsan 
kisebb tömegőek, mint a kontroll egyedek. Eredményeink azt mutatják, hogy a hypoxiás 
állatok rosszabbul teljesítenek a negatív geotaxisban, a felegyenesedési és elmozdulási 
reflexekben a mért reflexidık alapján. A felegyenesedési reflex lassabb volt a 
megfigyelési idı egésze alatt, az elmozdulási reflex a 10-12. napokon, a geotaxis a 14-16. 
napon volt lassabb hypoxiás patkányokban, mint a kontroll állatoknál. Késıbb azonban a 
különbségek eltőnnek, ami arra utal, hogy a hypoxiás állatokban egy gyógyulási folyamat 
zajlott le. A motoros koordináció vizsgálatára a mi megfigyeléseink szerint a 
legmegbízhatóbb vizsgálóeljárás a kontralaterális mellsı végtag lépéshibáinak számolása. 
A hypoxiás állatok a megfigyelési idı során végig többet hibáztak, mint a kontroll 
egyedek. Az, hogy a mellsı végtag jobban károsodott azzal magyarázható, hogy a 
motoros kéregben a mellsı végtag reprezentációs területét sokkal nagyobb mértékben 
érintette a sérülés, mint a hátsó végtagét. Ez a megfigyelés egybevág azzal az irodalmi 
adattal, miszerint felnıtt patkányban féloldali arteria cerebri media okkluziót követıen a 
hátsó végtag mozgásai kevésbé károsodtak. Ugyanakkor a tapasztalt eltérések 5 hetes 
életkorra eltőntek, és a legtöbb hypoxiás állat erre az életkorra ugyanolyan teljesítményt 
mutatott, mint a kontroll egyedek. Noha a felnıtt patkányban is kimutatható gyógyulás a 
szenzoros és motoros tünetekben féloldali cerebrális ischaemiát követıen, az újszülött 
patkányok szignifikánsan gyorsabban és nagyobb mértékben regenerálódnak. Ez az 
újszülött agy nagyobb mértékő plaszticitásának köszönhetı. Az open-field magatartással 
kapcsolatban mind hyper-, mind hypoaktivitásról beszámoltak a különbözı szerzık 
hypoxiás/ischaemiás léziót követıen. A mi eredményeink azt mutatják, hogy a hypoxiás 
állatok 2 hetes életkorban hyperaktívak, azonban ebben az életkorban a kontroll egyedek 
még alig mutatnak mozgási aktivitást. A kontroll egyedek annyira keveset mozogtak, 
hogy sok el sem hagyták az open-field közepén levı kiindulási helyet, míg a hypoxiás 
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állatok a falak mellé másztak. Ez magyarázza azt, hogy mért töltöttek a hypoxiás állatok 
több idıt 2 hetesen a falak mellett. A patkányok természetes védekezı reflexe az open-
fieldben, hogy a számukra biztonságot nyújtó fal mellé mozogtak. Mivel ez a 
thigmotaxisban megfigyelhetı eltérés a késıbbi életkorokban eltőnt, a két hetesen észlelt 
eltérés feltehetıleg nem a fokozott anxietással magyarázható. Három hetes életkorban a 
kontroll egyedek aktívabbak, mint két hetesen, ekkor nem találtunk eltéréseket a kontroll 
és hypoxiás egyedek között. A hypoxiás állatok aktivitása tovább fokozódott 6 hetes 
életkorban, melyet az ágaskodások megnövekedett száma, a teljes megtett távolság, a 
mozgással töltött idı mértéke és a mozgási sebesség emelkedése jelez. Érdekesnek 
találtuk, hogy az open-fieldben tapasztalt nagyobb lépésszám ellenére a hypoxiás állatok 
kevesebbet léptek a lépésszám és lépéshiba teszt során a rácson. Ez arra utal, hogy mikor 
a mozgáshoz nagyobb mértékő koordinációs képesség kell, mint amilyen a rácson való 
járás, a hypoxiás állatok nem képesek azt olyan mértékben teljesíteni, kevésbé aktívaknak 
bizonyulnak, mint a kontrollok. Az éretlen idegrendszer jelentıs mértékő 
kompenzatórikus reorganizációra képes sérülés után. Egyes szerzık a kontralaterális 
félteke kompenzatorikus megnagyobbodását írták le. Szövettani eredményeink azt 
igazolják, hogy a hippocampus súlyosan károsodik, mérete mindössze 10%-a az ép 
oldalinak. Egyéb agyterületek, és a teljes agyfélteke mérete körülbelül 50%-os 
csökkenést mutat. Az ilyen mérető károsodás megfelel az irodalomban leírt eltéréseknek.  
4.3. PACAP hatása a fejlıdésre 
Jelen munkánkban igazoltuk, hogy a születés napjától kezdve PACAP-kezelt újszülött 
patkányok szignifikánsan gyorsabb fejlıdést mutatnak a kontroll csoporthoz képest egyes 
fizikális jellemzık megjelenésének napjában, számos neurológiai jelben és a felfedezési 
magatartásban. Kísérletünkben azt találtuk, hogy a PACAP-kezelt állatok faciális 
fejlıdése felgyorsult, míg a PACAP 6-38-kezelt egyedek fül kiegyenesedése és 
szemnyitása késett a kontroll csoporthoz képest. A legtöbb neurológiai jel és reflex 
megjelenését serkentette a PACAP kezelés, míg az PACAP antagonista kezelés csak a 
hátsó láb ráhelyezési reflexben mutatott késleltetı hatást. A mellsı láb ráhelyezési- és a 
hátsó láb fogóreflexet az állatok PACAP kezelés hatására napokkal korábban mutatták, 
mint a kontroll egyedek, míg a PACAP antagonista kezelés késleltette a hátsó láb 
ráhelyezési reflex megjelenését. A PACAP kezelt állatok az elmozdulási reflexben és 
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negatív geotaxisban gyorsabban teljesítették a feladatot, mint a kontrollcsoport, míg a 
PACAP antagonista ezekre nem volt hatással. A PACAP antagonista kezelést kapott 
patkányok lassabbak voltak a felegyenesedési reflexben 2-6 napos korban a 
kontrollcsoportnál. Ezek az eredmények bizonyítják, hogy a PACAP gyorsítja az 
összetett motoros képességek fejlıdését. A PACAP kezelés szignifikáns javulást okozott 
a három hetes korban mért open-field magatartásban is. A PACAP kezelt csoport egyedei 
többet mozogtak, kevesebb idıt töltöttek el egyes mezıkben, többször tértek vissza és 
több idıt töltöttek a középpontban. Ezzel ellentétes eredményt mutattak a kontroll és 
PACAP antagonista kezelt állatok, miszerint több idıt töltöttek el a falak mentén. A 
környezet határainak, a falak közelében való tartózkodás (thigmotaxis) a patkányok 
természetes védekezı magatartásainak egyike, s mint ilyen, jelezheti számunkra az állat 
félelmét. Jelen tanulmányunkban a PACAP-kezelt állatok ugyanígy többször mutattak 
ágaskodó magatartást, ami a jobban fejlett vizsgálódó aktivitás jele. Az open-field 
tesztben nyújtott jobb teljesítmény egyértelmően utal a PACAP kezelt állatok fejlettebb 
mozgási és felfedezési magatartására, de ezt részben okozhatja az állatok csökkent 
félelme is.  
4.4. PACAP kezelés hatása glutamát-indukált lézióban 
A normál állatok fejlıdését meggyorsító dózisú PACAP kezelés képes volt enyhíteni a 
glutamát-indukálta késleltetett fejlıdést a felegyenesedési, mellsı láb ráhelyezési és fogó 
reflexekben, és szignifikánsan javította a reflexteljesítményt az elmozdulási és a 
felegyenesedési reflexekben, valamint a motoros koordinációban két hetes életkorban. 
Ugyanakkor nem volt képes kivédeni a glutamát hatását a testsúly alakulására, és a 
nucleus arcuatusban bekövetkezett neuronpusztulást. Mivel a PACAP bizonyítottan képes 
átjutni a vér-agy gáton, legvalószínőbb az, hogy az alkalmazott szisztémás dózis 
nagysága nem volt elegendı a neuroprotekcióhoz az érintett területeken. Ez 
magyarázhatja azt az irodalmi megfigyelést, hogy a PACAP in vivo védı hatását csak 
lokális kezelések után tudja kifejteni. Az általunk megfigyelt enyhe védı hatás azonban 
mindenképpen reménytkeltı, és további vizsgálatokra ösztönöz az optimális kezelési mód 
és dózis megtalálásához. 
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4.5. Ingergazdag környezet 
Az idegrendszer fejlıdése során alapvetı jelentıségőek környezeti ingerek. Az 
ingergazdag környezet számos változást idéz elı az idegrendszerben, neurokémiai és 
morfológiai szinten egyaránt. A cortex vastagsága nı, növekszik a dendrittüskék 
denzitása a neuronokon, egyes neurotrófikus faktorok és receptoraik expressziója 
emelkedik és számos agyterületen fokozódik a neurogenesis.  
Azonban nem csak morfológiai, hanem funkcionális eltérések is tapasztalhatók. 
Ingergazdag környezet hatására egyes tanulási tesztekben, a szociális viselkedésben és az 
explorációs magatartásban is javul az állatok teljesítménye, valamint csökken anxietásuk 
mértéke. Irodalmi adatok alapján az ingergazdag környezet képes csökkenteni változatos 
idegi károsodások negatív hatásait. Adoleszcens korban alkalmazott ingergazdag 
környezet csökkenti a prenatális stressz negatív hatásait. Az ingergazdag környezet 
hatásait vizsgáló tanulmányok többsége azonban felnıtt állatokon történetek, ahol az 
ingergazdag környezetbe csak az anyától való elválasztást követıen, vagy felnıttkorban 
kerültek a kísérleti egyedek. Keveset tudunk azonban arról, hogy a korai, születést követı 
idıszakban milyen hatásai vannak az ingergazdag környezetnek.  
Kísérleteinkben azt találtuk, hogy összességében nézve az ingergazdag környezetnek 
önmagában nincs jelentıs hatása újszülött patkányok fejlıdésére, annak ellenére, hogy 
bizonyított, hogy számos növekedési faktor expresszióját fokozza. A súlyban tapasztalt 
csökkenés valószínőleg abból adódik, hogy az ingergazdag ketrecben az állatok többet 
mozognak a nagyobb élettérben az egymással és a rendelkezésükre álló tárgyakkal való 
játék során. A bonyolultabb motoros koordinációs tesztekben azonban szignifikánsan 
jobban teljesítenek az ingergazdag környezetben tartott állatok, mint a hagyományos 
ketrecben nevelkedettek. Az open-field teszben az ingergazdag állatok három hetes 
korban aktívabbnak bizonyultak, ez elsısorban a habituációban nyilvánult meg. 
 4.6. Ingergazdag környezet hatása nátrium-glutamát kiváltotta toxicus 
lézióban 
Ebben a kísérletben csak az alacsony dózisú nátrium-glutamát kezelést alkalmaztuk. Ez a 
dózis képes már elıidézni a súlyos neurodegenerációt a retinában és a nucleus 
arcuatusban. Ugyanakkor ennek a dózisnak csupán enyhébb hatása van az általunk 
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vizsgált neurológiai, motoros koordinációs és open-field tesztekben. Ezt az enyhébb fokú 
károsodást azonban nagymértékben csökkentette az ingergazdag környezet. Ezek alapján 
úgy tőnik számunkra, hogy önmagában az ingergazdagság nem változtatja jelentısen a 
fejlıdés menetét, azonban egyfajta rezervet képez, ami a károsító behatásokkal szembeni 
nagyobb ellenállóképességet, és az azokból való jobb felépülést eredményez. 
 
Új eredmények összefoglalása 
Az irodalomból vett különbözı neurológiai és motoros koordinációs, valamint 
viselkedési tesztekbıl egy standardizálható rendszert hoztunk létre. Ennek segítségével 
vizsgálható újszülött patkányokban széles spektrumban a korai posztnatális idegi 
fejlıdés.  
Kimutattuk a perinatális nátrium-glutamát kezelés negatív, a fejlıdést jelentısen 
késleltetı hatását. Ezt a károsító hatást ingergazdag környezet és a (neurotrofikus 
faktorok családjába tartozó) PACAP kezelés képes volt csökkenteni. 
Perinatális hypoxia/ischaemia modellen is kimutattuk a kezelés rövid távú negatív 
következményeit, melyek prognosztikai jelentıségőek lehetnek. 
Kimutattuk, hogy normál újszülött patkányok posztnatális fejlıdését szisztémásan adott 
PACAP kezelés önmagában gyorsítani képes, míg az antagonista hatású PACAP 6-38 
adása nem késlelteti a fejlıdést. 
Az ingergazdag környezetnek önmagában csak csekély hatása van a fejlıdés ütemére, 
egyes bonyolultabb, fejlett motoros koordinációt igénylı tesztekben azonban jobban 
teljesítenek az ingergazdag környezetben nevelt állatok.  
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Perinatal period is essential in the development of the central nervous system. Injuries in 
this period can cause severe damage with permanent disabilities. However, very little is 
known about the short-term effects of neuronal lesions, despite the prognostic 
significance of the early changes. The nervous system – especially in young age – has a 
huge potential of plasticity and regeneration, which can prevent the negative effects of 
neuronal damage. Examination of the environmental factors affecting this regeneration 
and remodeling process is very important. In rats, the first two weeks of age is the critical 
period of neuronal maturation. Pups reach adult level in development at the third 
postnatal week. In our present studies we used four different types of treatments in 
newborn rats. Toxic lesion was induced by monosodium-glutamate and hypoxic/ischemic 
lesion was induced by carotid occlusion and hypoxic exposure. As positive influence we 
treated neonatal rat with the neurotrophic pituitary adenylate cylase activating 
polypeptide (PACAP), and finally, we used enriched environment. Neurobehavioral 
development was examined with complex functional tests. 
1.1. Monosodium-glutamate (MSG) 
Glutamate, the major excitatory neurotransmitter in the brain, is also categorized as an 
excitotoxin. Monosodium glutamate (MSG) is used as a food additive, which causes only 
minor alterations in adults. However, administration of MSG to neonatal rodents brings 
about several profound changes. It leads to degeneration of the neurons in the arcuate 
nucleus, inner retinal layers and various other brain areas.  
1.2. Hypoxic/ischaemic lesion 
Perinatal hypoxic-ischemic injury is a serious problem in human neonates, with a high 
risk of future behavioral and neurological deficits, in spite of improvements in obstetric 
and neonatal intensive care. The most commonly used rodent model of neonatal hypoxia-
ischemia is the unilateral ligation of the carotid artery followed by a period of hypoxic 
exposure. 
1.3. Pituitary adenylate cyclase activating polypeptide (PACAP) 
PACAP was isolated in 1989. It exists in forms of 38 and 27 amino acid residues, with 
PACAP38 being predominant. Since its discovery, several effects have been attributed to 
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PACAP, and numerous studies show its neurotrophic and neuroprotective actions. It is 
suggested that the peptide acts in the neural tube during patterning to control cell 
proliferation and gene expression. Several other studies show that PACAP participates in 
regulating mitosis, differentiation and apoptosis during neurogenesis.  
1.4. Enriched environment 
The discovery that rats raised as pets show better performance in various problem-solving 
tasks than animals raised in laboratory conditions pointed out the importance of 
environmental effects in the development of the nervous system. Expanded field, 
compared to standard laboratory cages, with continuous new stimuli has positive 
environmental effects, thus improves development. 
 
1.5. Aims of the present study 
1. Examination of neurobehavioral development of newborn rats using standard 
neurological tests in: 
• Toxic (monosodium-glutamate induced) lesion 
• Hypoxic/ischemic injury 
• Neurotrophic factor (PACAP) treatment 
• Enriched environment 
2. Examination of possible neuroprotective effects of PACAP treatment or environmental 
enrichment in monosodium-glutamate induced toxic lesion. 
 
 5 
2. Materials and methods 
2.1. Animals 
TREATMENT NUMBER OF ANIMALS 
Monosodium-
glutamate 
30 treated and 15 control in reflex and motor 
coordination tests 
14 treated and 12 control in the open-field 
test 
12 treated and 12 control in novelty-seeking 
tests 
Hypoxia/ischaemia 12 treated and 12 sham operated in reflex, 
motor coordination and open-field tests 
PACAP 
18 PACAP 38, 20 PACAP 6-38-treated and 
14 control in reflex and open-field tests 
15 MSG and PACAP 38 treated animal in 
reflex and motor coordination tests 
Enriched 
environment 
8 control and 4 MSG treated impoverished 
animal (standard cage), 
12 control and 16 MSG treated enriched 
animal is reflex, motor coordination and 
open-field tests 
Animal housing, care and application of experimental procedures were in accordance 
with institutional guidelines under approved protocols (No: BA02/2000-20/2006, 
University of Pecs). 
2.2. Treatments 
2.2.1. MSG treatment: Rat pups received a high dose of 4 mg/g, or low dose of 2 mg/g 
MSG subcutaneously, dissolved in physiological saline on postnatal days 1, 3, 5, 7 and 9 
or on postnatal days 1, 5 and 9. Control animals received only physiological saline on the 
same days. 
2.2.2. Hypoxic-ischemic injury: Neonatal unilateral carotid artery ligation was induced in 
7 day-old Wistar rat pups. The left common carotid artery was ligated through a midline 
cervical incision. Following surgery pups were placed in an airtight chamber containing a 
gas mixture of 8% oxygen and 92% nitrogen for 2 hours.  
2.2.3. PACAP treatment: From the day of birth to two weeks of age, all animals in the 
litters received a daily subcutaneous injection of 1 µg PACAP 38, or 10 µg PACAP 
antagonist (PACAP6-38) dissolved in sterile physiological saline.  
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2.2.4. Enriched environment: First group of animals was kept in standard housing 
conditions (dimensions: 43x30x20 cm). Second group was kept in an expanded cage 
(88x50x44 cm). In this large cage, several objects of different colour, size and shape were 
placed, and half of them were changed each day.  
2.3. Examination of neurobehavioral development 
Examinations of neurobehavioral development were carried out daily. Inspections were 
made for maturation of physical characteristics such as eye opening, incisor eruption and 
ear unfolding. Weight was also recorded. Pups were tested for the following neurological 
signs and reflexes:  
2.3.1. Righting reflex:  
(a) Rats were placed on supine position and the time in seconds to turn over to prone 
position and place all four paws in contact with the surface was recorded.  
(b) animals were dropped head down onto a soft surface and the first day of landing on 
four paws was recorded.  
2.3.2. Negative geotaxis: animals were placed head down on an inclined board. The day 
they began to turn around and climb up the board with their forelimbs reaching the upper 
rim was observed. Time in seconds to reach the upper end of the board was recorded 
daily.  
2.3.3. Sensory reflexes: the ear and the eyelid were gently touched with a cotton swab 
and the first day of the ear twitch reflex and the contraction of the eyelid was recorded.  
2.3.4. Limb placing: the back of the forepaw and hindpaw was touched with the edge of 
the bench while the animal suspended, and the first day of lifting and placing the paws on 
the table was noted.  
2.3.5. Limb grasp: the fore- and hindlimbs were touched with a thin rod, and the first day 
of grasping onto the rod was recorded.  
2.3.6. Gait: the animals were placed in the center of a white paper circle of 13 cm in 
diameter, and the day they began to move off the circle with both forelimbs was 
recorded. From the day of the appearance, the time in seconds to move off the circle was 
recorded daily.  
2.3.7. Auditory startle: the first day of the startle response to a clapping sound was 
observed. 
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2.4. Motor coordination tests 
Rat pups were tested for motor coordination twice a week between 2-5 weeks of age. 
2.4.1. Grid-walking and foot-fault test: Rats were placed on a stainless steel grid floor 
(20x40 cm with a mesh size of  4 cm2) elevated 1 meter above the floor. For a 1-minute 
observation period, the total number of steps was counted. The number of foot-fault 
errors, when the animals misplaced a forelimb or hindlimb that it fell through the grid, 
was also recorded.  
2.4.2. Rota-rod test: Animals were tested on a commercially available treadmill for small 
animals with diameter of 14 cm, attached to a rotating motor. The test was performed at a 
speed of 13 rpm. The pups were placed on the rotating drum and the time the animal 
could stay on the rota-rod was measured (max. 2 minutes). 
2.4.3. Walking initiation: Rats were placed on a horizontal surface in the center of two 
concentric circles with diameters of 10 and 45 cm. The time taken to move off the circles 
was recorded.  
2.4.4. Rope suspension test: Animals were suspended by both their forepaws on a 
horizontal nylon rope, stretched horizontally 40 cm over a foam pad. The time the 
animals fell off the rope was recorded.  
2.4.4. Inclined board test: Animals were placed on a wooden board, and the board was 
gradually elevated by 5 degrees. The maximum angle at which the animals could 
maintain position on the inclined board for 5 seconds was recorded. 
2.4.6. Vertical screen test: Rats were placed on a screen (50 x 22 cm, grid openings 15 
mm) in the horizontal position. The screen was turned to vertical position, and the rat was 
observed for 5 seconds. A score of 0 was given if the rat gripped to the screen for the full 
5 seconds; a score of 1 was given if the rat fell during the 5 second period and a 2 was 
assigned if the rat fell immediately. 
2.4.7. Elevated body swing test: Animals were held by the tail 3 cm from the bottom of 
the surface. During the 30-second trial, the direction and number of times the animals 
moved more than 10 degrees to either the left or right side of the vertical axis was 
recorded.  
2.4.8. Traversing a square bridge: Rats were placed on a square bridge (1x1x40 cm, 
elevated 40 cm above the floor). The duration the rat stayed on the bridge was measured. 
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2.5. Open-field activity 
Animals were observed for locomotor behavior in an open-field at 2, 3, 4, 6 and 8 weeks 
of age. Pups were placed in an open-field consisting of a 42x42 cm box with 21 cm high 
walls around. The floor was divided into 8x8 areas. Subjects were placed individually in 
the center, always facing the same direction, and were video-recorded for 5 minutes. 
Recordings were evaluated in a blinded fashion. The following parameters were 
measured: distance travelled, ambulation time, head lifting, rearing and grooming 
behavior. Speed was calculated from the ambulatory time and the total travelled distance. 
The time spent in the first zone next to the wall or in one of the four corners was also 
recorded. 
2.6. Novelty-seeking behavior 
Testing consisted of four 5-min trials at 3 weeks of age in the open-field. There were no 
objects in the field during trial 1, which served as a familiarization period to the novel 
environment. In trial 2, two identical pink glasses filled with sand with white covers were 
placed in the open-field. The same two objects remained in the open-field during trial 3. 
In trial 4, one of the objects (familiar object) was replaced with a novel object, which was 
a quadrangular white plastic container with a blue top. The behavior of each animal was 
video-recorded for 5 minutes, and behaviors were evaluated later in a blinded fashion. 
Total activity time, number of fields crossed, time spent in the center and in the periphery 
were recorded during each trial. Central area was regarded as the fields contacting the 
object and their neighboring ones. During trial 4, the time spent in the proximity of the 
familiar and the novel objects were recorded separately. Habituation index was calculated 
as a percentage of areas crossed during the first 90 seconds in relation to the total crossed 
fields.   
2.7. Histological analysis 
2.7.1. MSG: Neonatal MSG treatment causes morphological and biochemical alterations 
in various brain areas, including destruction of the neurons in the arcuate nucleus and in 
the retina. After completing the behavioral testing, animals were anesthetized and 
perfused with 4% paraformaldehyde at six weeks of age. Brains were removed and 50 
µm-thick serial frontal vibratome sections were made from the hypothalamus. Sections 
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were stained with toluidine-blue, and parallel sections were processes for tyrosine-
hydroxylase (TH) immunohistochemistry.  
2.7.2. Hypoxic/ischemic injury: After completing the behavioral testing, animals were 
anesthetized and perfused with 4% paraformaldehyde. Brains were removed and 50 µm-
thick serial frontal vibratome sections were made. Sections were stained with cresyl-
violet. For morphometric analysis, a total of 20 sections, with a 0.5 mm distance, were 
used between 3.8 mm anterior and 5.2 mm posterior to bregma point. Total brain area as 
well as the area of the cortex, hippocampus, striatum and the lateral ventricle of both 
contralateral and ipsilateral sides were measured.  
2.8. Statistical analysis 
Results in appearance of physical and neurological signs were compared with ANOVA 
followed by Newman-Keul’s post hoc analysis. Daily values were compared with 
Student`s t-test. Improvements in the daily performance in righting reflex, negative 
geotaxis and gait were evaluated by ANOVA repeated measures, while the different 
groups were compared with Newman-Keul’s. Correlation between body weight and 
appearance of neurological signs was evaluated with Spearman`s correlation test. 
Nonparametric data of the open-field were evaluated by Kruskal-Wallis test followed by 
Dunn post hoc analysis. Parametric data were analysed with Newman-Keul’s test 
following variance analysis. Mann-Whitney test was also used in evaluating result of the 
open-field of hypoxic animals. 
3. Results 
3.1. MSG treatment 
We used the dose of 4 mg/g given on postnatal days 1,5 and 9. During the treatments, 2 
control and 12 MSG-treated rats died. There was no significant difference in any test 
between female and male pups. Histological investigation of the arcuate nucleus revealed 
severe loss of neurons in the arcuate nucleus of the MSG-treated rats compared to control 
animals.  
3.1.1. Physical characteristics: There were no significant differences in the tested signs of 
somatic development such as the days of eye-opening, incisor eruption and ear unfolding. 
However, the average body weight of the MSG-treated animals was significantly lower 
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starting from day 6 throughout the observed 6 weeks. The retarded somatic development 
was also reflected in the shorter body length of the MSG-treated pups: body length of 
MSG-treated rats was significantly shorter from the end of the first week. 
3.1.2. Neurological reflexes: Among the examined neurological reflexes, forelimb 
placing, forelimb grasp and air righting reflexes appeared significantly later in MSG-
treated pups compared to control rats. Righting reflex was performed in a significantly 
longer time by MSG-treated pups throughout the observation period. Control animals had 
better daily performance in negative geotaxis and gait.  
3.1.3. Motor coordination, strength: In the grid-walking test, control and MSG-treated 
pups made the same number of steps during the 1-minute observation period. However, 
MSG-treated pups had a higher number of mistakes. This higher number of foot-faults 
was the result of more mistakes with both the fore- and hindlimbs. Worse performance 
was also observed in the rota-rod test. 
3.1.4.Open-field activity: MSG-treated rats were more active during the first 3 postnatal 
weeks. A markedly increased activity was observed on week 2, when control animals 
moved very little. There was no difference in the speed of movement between the two 
groups. At 3 weeks of age, the locomotor activity of all animals increased markedly. The 
speed of the MSG-treated pups increased significantly when compared to control animals 
and this led to significantly larger explored area. At 4 weeks of age, most differences 
disappeared. At 8 weeks of age, MSG-treated pups moved significantly less than their 
control littermates. The number of headlifts and rearings were not significantly different 
during most of the observation period, the number of headlifts was lower in MSG-treated 
rats only at 3 weeks of age, which was compensated with a slightly higher number of 
rearings. The time spent at walls (thigmotaxis) was lower in MSG-treated pups at 2 
weeks of age, although this difference was not statistically significant due to the high 
number of control animals that did not move away from the central starting position. At 
following weeks, MSG-treated pups spent significantly less time at the walls. 
3.1.5. Novelty-seeking behavior: During trials 2 and 3, when the same objects were 
present in the arena, MSG-treated rats showed significant hyperactivity compared to the 
control group. The activity of control rats significantly increased during trial 4, when the 
novel object was introduced. MSG-treated rats showed an opposite behavior: activity was 
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reduced during trial 4. Control rats showed no change in the habituation index during 
trials 2 and 3, and rats were more active during the first 90 seconds of the trials. 
Habituation significantly decreased during trial 4 meaning that rats were almost equally 
active during the first and second halves of the observation time when exposed to the 
novel object. MSG-treated rats showed an opposite pattern of habituation: it decreased 
during trial 3, and increased during trial 4. Grooming behavior also showed opposite 
patterns in control and MSG-treated animals. Comparison of the times spent in the center 
(in proximity with the objects) and in the periphery shows that during trial 2, all animals 
spent significantly more time in the periphery than in the center. The ratio between the 
times spent in the center and periphery did not change during trial 3 in control rats, but a 
significant increase in the time spent in the center was observed during trial 4. During 
trial 4, there was no longer a significant difference between central and peripheral times, 
so animals spent significantly more time in the proximity of the objects when the novel 
object was introduced, compared to trial 3. In MSG-treated rats, the difference between 
the central and peripheral times disappeared already during trial 3, when the same two 
objects were present as during trial 2. Calculating the times spent in the proximity of the 
novel and familiar objects during trial 4 shows that control rats spent significantly more 
time exploring the novel object, while MSG-treated rats spent less time in the proximity 
of the novel object. 
3.2. Hypoxic/ischemic injury  
Only 2 hypoxic-ischemic pups died during the first 24 hours after the insult, and 1 further 
pup died during the 3rd postoperative week. Retardation of somatic development was 
reflected in significantly less weight gain in hypoxic animals. Although pups with the 
same average birth weight were used, body weights were significantly lower than in 
control animals starting from 1 day after the hypoxic insult. 
3.2.1. Neurological reflexes: Only eye opening was delayed among the physical 
characteristics in hypoxic-ischemic animals. In addition, several neurological reflexes, 
such as negative geotaxis, ear twitch reflex, forelimb and hindlimb grasp and gait reflex 
appeared significantly later compared to normal pups. Hypoxic-ischemic injury caused 
not only delay in the appearance of some reflexes but animals performed certain tasks, 
such as righting reflex, negative geotaxis and gait in significantly longer times.  
 12 
3.2.2. Motor coordination, strength: In the rope test, hypoxic animals had significantly 
shorter fall off latencies at 3 and 4 weeks of age when they were allowed to use only the 
right forelimb, and differences were significant only at 4 weeks of age when they were 
grasping to the rope with both forelimbs. Interestingly, the rotarod test did not reveal 
significant differences. In the grid-walking test, hypoxic animals had significantly less 
total number of steps at 2 and 4 weeks of age. The number of foot faults was not different 
between control and hypoxic groups with fore- and hindlimbs on the ipsilateral side. 
Hypoxic animals had a higher number of mistakes with the contralateral forelimb than 
with the ipsilateral forelimb, and the number of faults with the contralateral forelimb was 
significantly higher than in control animals throughout the observation period. In the 
inclined board test, significant difference was found only at 2 weeks of age. The time 
animals could stay on a narrow bridge was longer in control rats only at 2 weeks of age. 
At later stages, all animals could stay on the bridge for the entire observed 2 minutes or 
could reach the platform.  
3.2.3. Open-field activity: In the open-field, general activity and movement pattern did 
not show gross differences between the two groups. Pups moved very little at 2 weeks of 
age. The number of head-lifts and rearings significantly increased by 3 weeks of age, but 
no significant differences could be observed between control and hypoxic animals. By 6 
weeks of age, further increase was only observed in the number of rearings, and hypoxic 
animals reared significantly more than control rats. Similarly, animals traveled very short 
distances at 2 weeks of age, with hypoxic animals traveling slightly, but significantly 
longer distances than control pups. Both groups showed a significant improvement by 3 
weeks, with no differences between the 2 groups. At 6 weeks of age, hypoxic pups 
covered more distance than at 3 weeks and this was significantly different from the 
control rats as well. Similar pattern was observed in the speed of the animals: hypoxic 
rats moved significantly faster at 2 and 6 weeks of age, while no difference was observed 
at 3 weeks of age. The time spent at walls and in corners was significantly more in 
hypoxic animals only at 2 weeks of age. Control animals spent more time at the walls and 
in the corners at later stages, while the time spent along the walls did not show further 
changes in hypoxic animals and they spent less time in the corners as they grew older. 
3.2..4. Histological evaluation: Brains of hypoxic pups showed a severe atrophy in most 
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cases. The total ipsilateral hemisphere was approximately 58% of the uninjured, 
contralateral hemisphere. Most severe reduction was observed in the hippocampus, which 
was only 11% on the ipsilateral side compared to the contralateral side. Approximately 
50% reduction was observed in the cortex and the striatum. A compensatory enlargement 
of the lateral ventricle could be also observed. 
3.3. PACAP and antagonist (PACAP 6-38) treatment 
3.3.1. Physical features and neurological reflexes: PACAP treatment accelerated 
maturation of facial characteristics with an average of 1-1.5 days, while PACAP6-38 
retarded eye opening and ear unfolding. Among the neurological reflexes, the 
disappearance of the crossed extensor reflex and the appearance of air righting reflex and 
hindlimb placing were not influenced by PACAP treatment when compared to control 
groups. All other reflexes showed significant, 1.5-2.5 days advance in the PACAP-treated 
animals. Anti-PACAP retarded only the appearance of hindlimb placing. PACAP 
treatment caused significant advance not only in the day of appearance of most reflexes, 
but animals achieved certain tasks in shorter times. PACAP-treated animals had 
significantly better daily performance throughout the whole observation period than 
control animals also in negative geotaxis, i.e.: to reach the upper rim of the inclined 
board, while there was no difference between animals treated with PACAP6-38 or 
vehicle. The time taken to move off a circle 13 cm in diameter (gait) was also 
significantly shortened by PACAP between days 12-20, while significant difference 
could be observed between animals treated with anti-PACAP or vehicle only at 18 days 
of age. Measuring the righting reflex revealed PACAP-antagonist caused a significant 
retardation in this sign: there was a big difference between control animals and 
antagonist-treated animals between days 2-6, while PACAP had no effect.  
3.3.2. Open-field activity: In the open-field, the typical movement pattern observed at 2 
weeks was similar in all 3 groups: animals moved around for a few seconds in the center 
and then moved to the walls, where they spent most of their times in one area. All 
animals showed improvement in ambulance at 3 weeks when compared to the scores 
obtained at 2 weeks. The number of areas entered by rats treated with PACAP was almost 
the double of the number entered by control and anti-PACAP-treated animals at 3 weeks. 
The time spent along the walls in the open-field did not show difference between the 
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groups at 2 weeks: animals spent approximately 90% of their time along the walls. 
However, this time was significantly reduced in animals treated with PACAP at 3 weeks: 
they spent only two-thirds of their time along the walls. No improvement was observed in 
vehicle- or anti-PACAP-treated animals when compared to the 2-week values. Animals 
treated with vehicle or anti-PACAP spent more than 50% of their time in corners at 3 
weeks, while PACAP-treated animals only 25%. At 3 weeks: PACAP-treated animals 
spent only 14% of their time in one area, while control and anti-PACAP-treated animals 
spent more than 35% of their time in one area.  
3.4. Effect of PACAP in MSG-induced lesion 
In this experiment rats were administered 4 mg/g MSG at 1, 5 and 9 days of age 
combined with 1 µg PACAP 38 subcutaneusly from 1-14 days.  
3.4.1. Physical signs and neurological reflexes: MSG treatment led to retardation of 
forelimb placing, forelimb grasp and air righting reflexes, while in PACAP-treated 
animals, these reflexes appeared significantly earlier, similarly to normal rats. By the end 
of the observation period, MSG-treated rats weighed by almost one third less than normal 
rats. The average body weight of PACAP- treated animals was about 1 gr more than 
MSG-treated controls every observed day starting from day 6, but differences were not 
significant. MSG-treated pups performed worse in righting and gait reflexes which were 
ameliorated by PACAP treatment at 2 weeks of age.  
3.4.2. Motor coordination tests: Foot-fault test has been shown to be a good indicator of 
MSG-induced retardation of motor coordination development and the number of foot 
faults was less in the PACAP-treated group than in the MSG-treated pups, but only at 2 
weeks of age. 
3.4.3. Histological analysis: Severe loss of tyrosine-hydroxylase immunopositive neurons 
was found in the arcuate nucleus after MSG treatment. In the PACAP-treated group, the 
number of neurons was higher, but it was not significantly different from the MSG-
treated control pups. 
3.5. Enriched environment 
3.5.1. Physical signs and neurological reflexes: Body weight of the animals kept in 
enriched environment was significantly less from 10 days of age. Other physical 
parameters didn’t show any difference. Appearance of neurological reflexes was 
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enhanced by enrichment, and the animals also showed a slightly better performance than 
standard housed animals. 
3.5.2. Motor coordination: Enriched animals moved significantly more in the grid walk 
test and made less mistakes than standard housed rats. Performance in the walk initiation 
at 3 weeks of age was also better in enriched animals. At 4 and 5 weeks of age, enriched 
animals managed to perform better in the rota-rod test than impoverished animals. 
3.5.3. Open-field: No significant difference could be observed in the ambulation between 
the groups. However, at 3 weeks of age, enriched animals moved slightly more. 
Movement speed showed no difference, the observed alteration was caused by the 
significantly increased ambulation of the enriched animals. At 3 weeks of age, enriched 
animals reared also more than standard housed animals, with no significant differences at 
later ages. At 4 and 5 weeks of age, standard housed animals showed more head-lifting 
than the enriched rats. 
3.6. Effect of enriched environment in MSG-induced lesion 
In both animal groups, half of the animals were treated with low-dose MSG (2 mg/g) in 
postnatal day 1, 5 and 9. 
3.6.1. Physical signs and neurological reflexes: MSG treatment significantly retarded 
somatic development, animals weighed less than saline treated controls. This difference 
disappeared in enriched environment, MSG treated and control animals weighed the 
same. Appearance of the physical parameters was not altered by this dose of MSG. 
Appearance and performance of the neurological reflexes were better in MSG treated 
enriched animals than MSG treated standard housed rats, but this difference was not 
significant. 
3.6.2. Motor coordination: In the foot-fault test MSG treated animals performed 
significantly worse than saline treated animals in the standard housed group. This 
negative effect was prevented by the enriched environment, MSG treated enriched 
animals made significantly less foot-faults than impoverished MSG treated rats, and 
performed similarly to enriched saline treated control rats. 
3.6.3. Open-field: MSG treatment caused hyperactivity at young age, which appears as 
significantly higher ambulation and greater movement speed. These alterations 
disappeared in enriched environment. 
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4. Discussion 
4.1. MSG treatment 
Severe growth retardation was observed in the MSG-treated pups: both body weight and 
length were significantly lower than those of the control animals. Also, MSG treatment 
led to higher premature mortality. In our study, we found that several measures of 
neurobehavioral development were delayed while others were not altered by MSG-
treatment. Although there are relatively few data available on the effect of MSG on these 
reflex performances, there are some other activity measures that have been reported to 
remain unchanged in MSG-treated rats. As far as motor activity is concerned, results 
obtained by different investigators vary. Most pronounced differences in our study were 
observed in the rota-rod test and in the foot-fault test. Worse performance in the rota-rod 
test has already been shown. The foot-fault test is extensively used after lesions to show 
differences in motor coordination. MSG-treated pups made significantly more mistakes 
in spite of making the same number of steps.  
In the present study we showed that neonatal MSG treatment caused a temporary 
hyperactivity during early postnatal period followed by a slight hypoactivity at 8 weeks 
of age. MSG treatment also reduced the time of thigmotaxis after week 3. Novelty-
seeking behavior was significantly altered after MSG treatment: treated animals 
responded to a novel object in the opposite pattern compared to control rats. Control 
animals were clearly interested in the novel object introduced in the last trial: they spent 
more time with ambulation with a decreased habituation, covered a larger area, spent less 
time with grooming and spent more time in the proximity of the novel object. In contrast 
to control rats, MSG-treated pups were less active, spent more time with grooming and 
spent significantly less time near the novel object during trial 4. 
The efficacy of the MSG-treatment was confirmed by the histological examination of the 
arcuate nucleus, which, similarly to the findings of others, showed neuronal degeneration 
and lack of TH-immunostaining. 
Locomotor activity is known to increase when animals are subjected to a novel 
environment and this behavior is closely related to the hippocampus. The markedly 
changed behavior of MSG-treated rats in the novel environment may be related to the 
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structural and neurochemical changes in the hippocampus. Also, the close relationship of 
the mesolimbic dopaminergic system with the novelty-seeking behavior and with the 
arcuate nucleus is well-established. Neonatal MSG treatment interferes with the 
dopaminergic system at various brain levels. It can be assumed that the destruction of the 
arcuate nucleus and other changes in the dopaminergic pathways upon MSG 
administration may also be responsible for the observed behavioral changes. Various 
consequences of MSG treatment have been reported gender-dependent, while others do 
not show sexual dimorphism. In our study, no differences were found in any measured 
parameter between males and females, similarly to other studies on the development of 
neural reflexes or on motor activity. 
4.2. Hypoxic-ischemic injury 
We showed that an approximately 50% atrophy of the hypoxic hemisphere results in 
retarded neurobehavioral development as shown by delayed appearance and worse 
performance of some neurological reflexes, and retarded development of motor 
coordination. However, in spite of the permanent cerebral atrophy, most animal reached 
control levels by 6 weeks of age in most tests, except for the footfault test. In the open-
field, hypoxic animals were more active at 2 and 6 weeks of age. The rat model of 
neonatal hypoxia-ischemia is known to result in extensive cerebral atrophy, but in 
contrast to human neonates, rats that underwent neonatal hypoxic-ischemic injury do not 
show gross functional deficits. This can be due to a higher degree of plasticity of the 
neonatal rat brain compared human brain. However, there are several functional tests that 
show short-and long-term deficits after exposure to neonatal hypoxia-ischemia. Animals 
with severe cortical damages can show recovery in some deficits. In accordance with 
other reports, we observed that animals subjected to hypoxia have retarded somatic 
development as shown by the significantly lower daily weights. Our results show that 
hypoxic animals perform worse in negative geotaxis, righting and gait reflexes as 
measured by the reflex times. Righting reflex was slower throughout the whole 
observation period, gait reflex was slower at days 10 and 12 and geotaxis at days 14 and 
16. At later stages, differences between hypoxic and normal rats disappeared, which 
indicates that hypoxic pups showed a considerable degree of recovery.  
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According to our observations, one of the most reliable tests was the contralateral 
forelimb footfault test, since hypoxic animals made more mistakes throughout the whole 
observation period. The finding that the forelimbs are more affected than the hindlimbs 
might be explained by the size of the injury in the area of cortical representation for the 
hindlimbs. This is in accordance with results reported for adult rats after unilateral middle 
cerebral artery occlusion, where the behavioral signs were less damaged in the hindlimbs. 
However, differences between hypoxic and control rats could not been shown throughout 
the 5 weeks of observation period, and most hypoxic animals recovered to normal levels 
by 5 weeks of age or earlier. While adult rats with unilateral cerebral ischemia also show 
a certain degree of recovery in sensorimotor deficits, neonatal rats recover significantly 
better. This may be explained by the higher level of plasticity of the neonatal brain. 
Regarding open-field activity, both hyper- and hypoactivity have been described 
following neonatal hypoxia-ischemia. Our observations show that rats subjected to 
hypoxia are hyperactive at 2 weeks of age, when normal pups hardly move at all. This 
may also explain why hypoxic animals spent more time at the walls at 2 weeks of age: a 
natural reflex of the pups is to quickly find the wall where they feel more safe. Since 
normal pups hardly move at all, several of them stayed in the center where they were 
originally placed and did not move to the wall at all, while hypoxic animals moved more 
and found the wall more quickly. Since the difference in this thigmotactic behavior 
disappeared at later stages, it was probably due to higher activity level in hypoxic pups 
rather than increased anxiety at 2 weeks, although this latter possibility cannot be 
excluded either. Consistent with our previous observations, there is a significant increase 
in locomotion at 3 weeks of age also in normal pups, which may explain why no 
significant differences were found between control and hypoxic animals at this age. 
However, hypoxic animals were more active at 6 weeks of age as shown by the number 
of rearings, the distance traveled, ambulation time and their speed. Interestingly, in spite 
of increased activity in the open-field, hypoxic animals made less steps on a horizontal 
wire. This indicates that when locomotion requires a higher level of coordination, like on 
a wire, hypoxic animals do not show hyperactivity or can be even hypoactive. Although 
the immature nervous system is capable of considerable compensatory reorganization 
following injury, most studies have described severe cerebral atrophy after hypoxic-
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ischemic insult. It has been reported that the contralateral hemisphere occasionally 
becomes hypertrophic. Our results show that most severe atrophy occurred in the 
hippocampus, where the hypoxic hippocampus was only approximately 10% of the 
normal side. Other brain areas, as well as the total brain area showed approximately 50% 
reduction. These results correlate with those of others.  
4.3. Effects of PACAP and PACAP antagonist 
In the present study we showed that neonatal rats treated with PACAP from the day of 
birth showed significant improvement when compared to vehicle-treated pups in the day 
of appearance of physical features, and most neurobehavioral signs.  
PACAP treated animals showed accelerated facial development, while pups treated with 
PACAP6-38 had delayed ear unfolding and eye opening. Most neurological signs and 
reflexes were accelerated in PACAP treated animals, while anti-PACAP treated animals 
showed retardation only in hindlimb placing. PACAP treated pups performed righting 
significantly better between days 6-10, while anti-PACAP treated animals were slower 
between days 2-6 than control pups. PACAP-treated animals performed negative geotaxis 
and moving off a circle much faster than control animals, while anti-PACAP did not have 
an effect on them. These observations show that PACAP treatment causes acceleration of 
the development of complex motor skills. PACAP treatment caused significant increase 
also in exploratory behavior at 3 weeks of age. PACAP treated animals moved more, 
spent less time resting in one area, returned to and spent more time in the center. In 
contrast, control and PACAP6-38-treated animals spent more time at the walls. To stay in 
proximity with the perimeters of the environment (thigmotaxis) is part of the animal’s 
defensive repertoire and can indicate anxiety. The higher frequency of headlifts may 
already indicate an increased interest in the environment by PACAP-treated rats. 
Increased activity in the open-field clearly demonstrates increased locomotor and 
exploratory behavior of PACAP-treated animals, but it may partly be due to less anxiety.  
4.4. Effects of PACAP in MSG-induced lesion 
In summary, our results show that the dose of PACAP that effectively enhances 
neurobehavioral development in normal rats was able to counteract the retarding effect of 
MSG on righting, forelimb placing and grasp reflexes and caused a significant 
amelioration of the righting and gait reflex performance and motor coordination at 2 
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weeks of age. However, the assigned dose was not able to counteract the effects of MSG 
on the body weight and the neuronal loss in the arcuate nucleus. This might be explained 
by findings of others that have shown in vivo neurotrophic effects of PACAP only by 
local treatments. However, the slight protective effect of PACAP found in the present 
study calls for other investigations to find a possible optimal treatment paradigm with 
PACAP for neonatal nervous injuries. 
4.5. Enriched environment 
Environmental effects play an essential role in the development of the central nervous 
system. Enriched environment causes neurochemical and morphological changes in the 
brain. Thickness of the cerebral cortex, density of dentritic spikes, expression of different 
neurotrophic factors and their receptors increase, and many brain areas show a higher 
level of neurogenesis. 
However, not only morphologic changes occur, also functional differences can be found. 
Enriched environment causes improved performance in learning tests, social behavior 
and exploration, and show decreased anxiety. There is evidence that enriched 
environment can counteract the negative effects of different neuronal injuries. 
Enrichment in the adolescence can ameliorate the effects of prenatal stress. However, 
most studies examinating the effects of enriched environment were done on adult rats, 
where enrichment was induced only in postweaning period or in adulthood. Very little is 
known about the early, postnatal effects of enriched environment. 
In our study we found that altogether enriched environment has no significant effect on 
the neurobehavioral development, in spite its proven enhancement of different growth 
factors. Decrease in body weight may be due to rat pups moving more in the expanded 
field while playing with each other or the toys. In the motor coordination tests, which 
require more advanced skills, enriched environmental animals showed a better 
performance than standard housed rats. In the open-field test at 3 weeks of age, enriched 
animals were more active, which was significant in habituation. 
4.6. Effects of enriched environment in MSG-induced toxic lesion 
Only low-dose MSG treatment was used in this experiment. This treatment was able to 
cause severe neurodegeneration in the arcuate nucleus and in the retina. This dose, 
however, causes only minor alterations in the neurological, motor coordination and open-
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field tests. These changes were greatly ameliorated by the enriched housing. According to 
our data, it is suggested that enriched environment does not change the normal 
neurobehavioral development, but causes some kind of reserve capacity in the brain, 
which results in an increased resistance against different neuronal lesions, and better 
recovery following injury. 
 
Summary of new findings 
 We managed to set up a standard testing method from different tests decribed in the 
literature in order to investigate neurobehavioral development, motor coordination and 
exploratory behavior in newborn rats. 
We described the early negative effects of monosodium-glutamate treatment, which 
causes significant delay on the neurobehavioral development. These effects could be 
prevented in most cases with environmental enrichment and (neurotrophic factor) 
PACAP treatment. 
This short-term developmental delay was also found in the perinatal hypoxic/ischemic 
injury, and the alterations might have prognostic significance. 
We have shown that environmental enrichment on its own does not influence general 
neurobehavioral development, but results in improved motor coordination skills in more 
complex tests. 
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